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Systfeme d'expresion inductible de prot6ines recombinantes 
chez les cyanobact^ries 

La pr6sente invention conceme un syst^me d'expression inductible chez les 
cyanobacteries, permettant I'expression de prot6ines recombinantes ainsi que les 
vecteurs et cyanobacteries contenant ce systeme d'expression. 

Les r6cents d6veloppements de la R6sonance Magn6tique Nucl6aire (RMN) 
pexmettent maintenant I'^tude de biomoI6cules de taiUe importante comme les 
prot6ines. Cependant. un enrichissement minimum uniforme en "C et de 90 % est 
requis pour permettre une analyse RMN. Un enrichissement compldmentaire en 
pent aussi s'averer n6cessaire pour les prot&nes de pqids mol^culaire sup6iieur h 20 
kDa. 

Jusqu'k pr6sent, le proc6d6 de marquage consistait k produire la prot6me 
d'int6rgt principalement dans E. coli et k cultiver ce microorganisme sur des milieux 
marqu6s, c'est-^-dire enrichis en isotope stable. Cependant; meme si ces miUeux sont 
disponibles sur le marche. ils sont extremement chers. particulierement en ce qui 
conceme des marquages en "C et ^H. La production de prot6ines marqu6es pour la 
RMN se r6vMe done un proc6d6 difficile et coflteux. ^ 

Les cyanobacteries sont des organismes photo-autotrophes. Ces bactdries sont 
capables de croitre sur unmiUeu minimum contenant du carbonate comme seule source 
de carbone, des nitrites, des nitrates ou de rammonimn comme seule source d'azote et 
des sels min^raux, L'^nergie est foumie par la lumidre via la photosynth^se. 

La demande de brevet FR 2 820 758 decrit un systeme d'expression et de 
marquage constitutif de prot6ines recombinantes dans la cyanobact^rie Anabaena i 
partir du promoteur tac de la bacterie E. coli. Le systeme developp6 dans cette 
demande de brevet permet ainsi d'utiliser pour la croissance de la cyanobact6rie un 
milieu marqu6 peu cher contenant du Na^NOj et du NaH'^COj en tant que sources 
d'azote et de carbone marqu6s. 

Cependant, bien qu'il soit facile de produire des prot6ines non-toxiques telles 
que les 24 demiers kDa N-terminaux du domaine de la Gyrase B d'£. coli ou la 
prot^ine de fixation au maltose (MBP), Fexpression de certaines prot6ines eucaryotes 
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se r6vele etie beaucoup plus difficile chez les cyanobact&ies en utilisant un promoteur 
constitutif. L'expression de ces prot6ines est en effet perdue h cause d'un probl^me de 
rearrangement plasmidique durant la croissance bact^rienne. Le d^veloppement d'un 
syst^me d'expression efficace dans les cyanobact6ries est de ce fait un probleme 
important en ce qui conceme le marquage de prot^ines recombinantes. 

La demanderesse a d^couvert que Ton pouvait exprimer des proteines 
potentiellement toxiques sous contrdle d'un promoteur inductible dans les 
cyanobact^ries. 

Un objet de I'invention est ainsi un procgd6 d'expression de proteines 
recombinantes dans les cyanobactfiries k partir d'une sequence de promoteur de 
transcription inductible de cyanobact&ie. 

Un autre objet de I'invention consiste en un vecteur contenant une sequence 
codant une prot^ine sous contr61e d'une sequence de promoteur de transcription 
inductible de cyanobact6rie. 

, Un autre objet de I'invention consiste en I'utilisation d'un vecteur de ce type 
dans les cyanobact6ries pour l'expression de proteines recombinantes dans ces 
bact6ries. 

Un autre objet de I'invention consiste en une cyanobact6rie contenant un 
vecteur de ce type. 

D'autres objets de I'invention apparaitront h. la lumi^re de la description, des 
exemples qui suivent ainsi que des dessins annexes h. la prgsente demande. 

La figure lA montre I'accumulation de la prot6ine MBP en fonction du temps 
(en jours) dans une bact^rie Anabaena sp. PCC 7120 transform^e par le plasmide 
^NirMBP et induite. 

La figure IB montre 1' accumulation de la prot6ine MBP en fonction du temps 
(en jours) dans une bact&ie Anabaena sp. PCC 7120 transformfie par le plasmide 
pTacIndMBP et induite. 

La figure 2 montre une comparaison des quantit6s de proteines synth^tis6es 
avant et apr^s induction de la bact6rie Anabaena sp. PCC 7120 transform^e soit par le 
plasmide ^NirMBP soit par le plasmide pTacIndMBP. 
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L'invention est ainsi relative h un proc6d6 d' expression de prot6ines 
recombinantes caract6ris6 en ce qu'il consiste ^ introduire datis des cyanobact6iies une 
s6quence codant une prot^ine en aval d'une sequence promoteur de transcription 
inductible de cyanobacterie puis i induire Texpression de cette prot6ine et isoler les 
prot6ines recombinantes ainsi 5ynth6tis6es. 

Contrairement kE. coli, il n'existe pas chez les cyanobactgries de syst^me 
d'expression disponible dans le commerce. Seulement quelques exemples 
d'expressions h6t6rologues dans les cyanobact6ries ont ete rapport6s dans la litt^rature 
et I'expression de ces prot6ines est generalement sous le contr61e d'un promoteur de 
cyanobacterie constitutif. L'expression inductible dans les cyanobact6ries pourrait 6tre 
effectu^e gr^ce k I'utilisation de promoteurs inductibles qui se sont r6v616s fonctionner 
dans les cyanobacteries tels que le promoteur Pj, du bacteriophage lambda (APJ, le 
promoteur trc ou le promoteur tac de E. coli. Ces trois promoteurs n6cessitent 
I'expression de leur propre r^presseur chez la cyanobact&ie pour permettre la 
regulation du promoteur. Le promoteur APi.qui est inductible par une augmentation de 
temp6rature k 42 "C n'est pas adapte dans notre cas car Anabaena sp. PCC 7120 ne 
peut pousser k des temperatures sup6rieures k 30 «C. Les promoteurs tac et trc sont 
deux promoteurs qui fonctionnent de fafon similaire, ils sont tons les deux r6prim6s par 
le r6presseur LacI de l'op6ron lac et induits en presence d'IPTG, un analogue, du 
lactose. Cependant, les essais d'expression avec le promoteur tac se sont r6vel6s 
d6cevants. La quantity de prot6ine recombinante exprim6e apres induction est tr^s 
basse (environ 10 fois moindre que celui obtenu avec un promoteur tac constitutif 
(expression en absence du r6presseur LacI dans la cellule) et n'atteint jamais les 
niveaux de proteine r6sultant de I'expression constitutive tels que d6cTits dans les 
publications. Ainsi, le promoteur tac n'apparait pas Stre un promoteur inductible 
adequat. De plus, les cyanobacteries ne possedent pas le gfene lacY de la lactose 
permease qui permet I'entree efficace de I'inducteur IPTG dans les cellules. 

Jusqu'k present, tr^s peu de promoteurs inductibles ont ete caracteiises dans 
les cyanobacteries. Certains promoteurs de cyanobacteries sont inductibles par des 
metaux ou des mineraux. Leur utiUsation est cependant limitee car ils sont induits k des 
concentrations trfes faibles en inducteur de I'ordre du micromolaire et le milieu de 
culture generalement utilise pour la croissance des cyanobacteries contient dejk les 
quantites suffisantes de metaux necessaires k I'induction de ces promoteurs. 
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Un des promoteurs les mieux caract6ris6s dans les cyanobact^ries est ]e 
promoteur qui contrdle I'expression de l'op6ron nir, qui est impliqu6 dans 
r assimilation du nitrate dans les cyanobact6ries. Get op^ron est induit en presence de 
nitrate et egalement bien r6piim6 par I'anunomum (Erias, J.E. et al, 1997, IBacterioL, 
179, 477-486). 

En effet, chez les cyanobact^ries, les gdnes impliqu6s dans 1' assimilation du 
nitrate sont cod6s dans l'op6rcn nir, dont la transcription est contr6I6e par le 
promoteur nir. L'activation de ce promoteur 0 demande la fixation sur I'ADN de 
deux r6gulateurs de transcription, NtcA et NtcB, ndcessaires pour I'expression des 
g^nes codant des prot6ines sp6cifiquement impUqu^es dans I'assimilation du nitrate 
(Frias, J.E. et al, 1997, J. Bacteriol. , 179, 477-486). 

Ainsi, le proc^d^ d'expression de prot6ines recombinantes selon I'invention 
utilise comme s6quence promoteur de transcription celle de I'op^ron nir des 
cyanobacteries, sequence qui est induite en presence de nitrate et/ou de nitrite dans le 
milieu et pr^ferentiellement en presence de NaNOj. 

II est important de noter que le d6marrage du promoteur nir dans les 
cyanobacteries est extrgmement rapide et est induit quelques heures apr^s incubation 
des bact6ries dans un milieu contenant du nitrate comme source de d'azote k la place de 
rammoniunt 

La cyanobact6rie utiHs6e est de preference de I'espece Anabaena et plus 
particuKdremen? Anabaena sp. FCC 7120 (souche disponible ^ la Collection de 
Cultures de I'lnstitut Pasteur, Paris), une bact6rie filamenteuse qui est .capable, 
comme toutes les cyanobacteries, de crottre sur des milieux minimum contenant du 
"C et/ou du "N et/ou du ^ pour produire ^ bas cotit des prot6ines recombinantes 
marquees pour 1' analyse par RMN. De preference, le milieu de culture de ces 
cyanobacteries utilise pour le marquage de proteines recombinantes exprimees 
contient au moins du Na'^Oj. 

Dans le systeme d'expression constitutif (I'expression des proteines a lieu 
pendant toute la duree du cycle cellulaire) utilise, il est impossible de produire des 
proteines eucaryotes qui etaient toxiques pour la cellule. L'expression constitutive de 
telles proteines dans la ceUule se traduit par une perte de I'expression due i un 
rearrangement du vecteur d'expression. 
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L'invention est ainsi relative h I'expression de protfiines recombinantes dans 
laquelle la prot6ine recombinante exprimfe est toxique pour les cyanobact^ries. 

En effet, ce systdme d'expression inductible au nitrate bas6 sur le promoteur 
de l'op6ron nir des cyanobactfries permet de contrSler Texpiession de la prot6me 
d'int&St. En absence d'inducteur dans le milieu de culture, la prot6ine n'est pas 
produite car le promoteur est r^prime. L'induction de I'expression est obtenue 
lorsque la source d'azote dans le milieu est soit des nitrates soit des nitrites soit les 
deux. 

Un autre objet de l'invention est aussi un vecteur contenant une sequence 
d'ADN codant une prot6ine recombinante sous contrdle d'une sequence promoteur 
de transcription inductible de cyanobact6rie. 

La sequence d'ADN comprenant I'information gen6tique n6cessaire pour 
I'expression d'une prot6ine recombinante sous contrdle d'une sequence promoteur de 
transcription selon, l'invention peut 6tre comprise dans tout vecteur couramment 
utilis6 par Thomme du metier. 

De pr6Krence, la sequence promoteur de transcription inductible de 
cyanobact6iie est celle de rop6ron nir des cyanobact6ries. 

La pr6sente invention conceme 6galement I'utilisation d'un vecteur selon; 
l'invention pour I'expression de prot6ine8 recombinantes dans les cyanobact6ries. 

Pr6f6rentiellement. les vecteurs sont utilises dans des cyanobact6ries:^' 
cultiv6e8 dans un milieu qui contient du et/ou du '^N et/ou du ^H, et plus 
pr6f6rentiellemeiit encore dans un milieu qui contient au moins du Na'^NOj. , 

Un autre objet de l'invention est egalement une cyanobact6rie transfoim6e 
par un vecteur selon l'invention. De preference, cette cyauobact^rie est de I'espfece 
Anabaena et plus preferentiellement Anabaena sp. PCC 7120. 

Ce systfeme d'expression permet de r6soadre les problfemes de perte 
d'expression rencontres lors de la production de prot6ines toxiques en systfeme 
constitutif. Les taux d'expression obtenus en utilisant ce systbme sont tr&s elev6s, de 
I'ordre de 100 mg/L. Ce systfeme montre une efficacit6 6quivalente aux meilleurs 
systfemes d'expression d6velopp6s chez E. coli. notamment le syst&me T7 (Studier et 
al., 1986. /. Mol Biol 189, 113-130). La prot^ine recombinante peut en effet 
repr6senterplusde30%desprot6inescellulairestotales. • 

Ce systeme est done particuli^rement adapte ^ la production de dizaines de 
milligrammes de protdines marquees ^'C, "N. et pour la RMN. Les substirats 
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marqu6s ne sont ajout6s qu'au moment de I'induction de I'expression de la prot6ine, 
ce qui permet de diminuer les coQts de maiquage par rapport au systdme d'expression 
constitutif. En effet, avec le syst^me tac constitutif (Desplancq et al., 2001, 
Protein Express. Purif. 23, 201-217) lors du marquage au "C en fermenteur! 
90 % du NaH"C03 est perdu sous forme CO^ lors de I'a^ration du fermenteur en 
argon et doit etre compense par des ajouts r^guliers de NaH^COa pendant toute la 
dur6e de la fermentation (8 k 10 jours). 

Dans le syst^me selon I'invention, I'utilisation de NaH'^COjUniquement 
pendant la period© d'expression (5 jours) de la prot6ine recombinante Hmite ainsi les 
quantitds en substrat marqu6 NaH"C03Utilis6 et done diminue le coflt du marquage 
au "C. 

Ainsi, ces bact^ries sont capables de surproduire des prot6ines 
recombinantes marquees avec un taux d'enrichissement isotopique Equivalent k celui 
obtenu chez E. coli, mais I un cofit environ 10 fois moindre. 

Les taux d'expression eleves dans le syst&me d'expression inductible selon 
I'invention permettent non seulement de diminuer les volumes de culture utilises et 
par consequent les coflts de marquage mais aussi de produire plus facilement des 
prot6ines deut6rdes car; chez E. coli, la culture en milieu deutere entraine 
g6n6ralement une diminution du taux d'expression d'un facteur 3^4 fois. De plus, 
les cyanobact&ies utilisent directement ^HjO comme substrat deut6r6. Ceci pennet de 
recycler le milieu deut6r€ et de le r^utiUser pour de nouveaux marquages. Le 
marquage au % de prot6ines recombinantes chez les cyanobact^ries permet done de 
diminuer de fagon significative le coQt de marquage ^H. 

Les exemples suivants illusttent I'invention sans la limiter aucunanent. 



Exemple n°1 : Construction du vecteur p Ta,? ^t de .ses A^v^ pTarM p^, 
x>TacQvrB( 1- 219). pTarG^T-Ee. parMnP-Y ^DO 

Le vecteur pRL25Cmcs a ete obtenu en digdrant le vecteur pRL25C (Wolk et 
al, 1988. /. Bacteriol. 170, 1239-1244) par les enzymes de restriction iVofl et BamHl 
selon les instructions du fabricant (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) pour y 
introduire un site de clonage pour les enzymes de restriction Stul, Xhol et Smal en 
utilisant les amorces oligonucl6otidiques suivantes : 5'- 
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GGCCGCAGGCCTCTCGAGCCCGGGG et 5'- 

GATCCCCCGGGCTCGAGAGGCCTGC. Le fragment codant pour le promoteur tac a 
6t6 obtenu par digestion du vecteur pKK223.3 (Amershaxn Biosciences .Uppsala. 
Sweden) avec les enzymes de restriction Xmni et 5^1 (New England Biolabs, Beverly, 
MA USA). Ce fragment a ensuite 6t6 Hgu6 dans le vecteur pRL25Cmcs prealablement 
dig6r6 par Smal et d6phosphoryl6 avec la phosphatase d'intestin de veau (New England 
Biolabs) pour donner le vecteur pTac. Les gfenes codant pour la prot6ine GST-E6 
(prot6ine de fusion comprenant la glutathion-S-transf6rase (GST) et la prot^ine E6 du 
virus HPV16). et la prot6ine MBPY-ZD2 (prot6ine de fusion comprenant la proteme 
liant le maltose (MBP) et le domaine C-terminal de I'oncoprot^ine E6, (YZD2)) ont 6t6 
obtenus par PGR ^ partir des plasmides pETGST-B6 et pETMBP-YZD2. Ce dernier 
vecteur est identique au vecteur MBP-E6-C4C/4S (Nomin6 et al, 2003 Biochem. 42. 
4909-4917) Le vecteur pETGST-E6 a 6t6 construit comme suit : le g6ne codant la 
proteine E6 a 6t€ obtenu par PGR avec les oligonucleotides suivants 5'- 
ATCCGGGGTCTCCCATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGAC et . 5'- 
ATCCGGGGTCTCGGTACCGCGGCCGCTTACAGCrGGGTTTCTCTACGTGTTC 

en utiUsant comme matrice le vecteur MBP.E6 6C/6S (Nomin6 et al., 2001. Protem 
Eng 14 297-305). Ce fragment de PGR a ensuite 6t6 dig€r6 par les enzymes de 
• restriction Ncol et Kpnl et ligu6 avec le vecteur pETM-30 prealablement Iin6raris6 avec 
les enzymes Ncol et Kpnl pour donner le vecteur pETGST-E6. Le vecteur pETM-f a 
6t6 obtenu du Dr. Stier et est reference sur le site www.embl- 
|^^i,^P.lhftr p.de/Ey ^>'r,l'^l^nfn/Feerlof^drf>ft frRme/inde?c.htlm 

Les fragments de PGR provenant des plasmides pETGST-E6 et pBTMBP- 
YZD2 ont ensuite €t£ clon6s entre les sites de restriction EcoFO. et BanOR situ6s dans 
le site de clonage multiple du vecteur pTac pour g6nerer les vecteurs ^TacGST-E6 et 
vTacMBP-YZD2. Le fragment codant pour le promoteur tac et le g6ne de la MBP a et€ 
obtenu en dig6rant le vecteur pMALc2 (New England Biolabs. Beverly. MA, USA) 
avec les enzymes de restriction Sspl et BamHl. Ce fragment a ensuite 6t6 ligu6 dans le 
vecteur pRL25C Unearis6 comme suit pour domier le vecteur pTacMBP. pRL25C a 6te 
Iin6aris6 avec I'enzyme de restriction Notl puis trait6 par I'enzyme Klenow, rediger6 
par I'enzyme de restriction BarnHL et finalement d6phosphoryle avec la phosphatase 
d'intestin de veau (New England Biolabs). Le vecteur vTacGyrB(1.219) qui contient 
le domaine N-terminal de la gyrase B d'£. coli sous contrSle du promoteur tac 
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constitutif , cwTespond au vecteur pRL25C24K (Desplancq et ai, 2001, Protein 
Express. Purif.23,2(il-2n). 

E?cemple n°2 ; Construction d.u vecteur d' p. xpressinn p^ tV et srs AM^f.^^ 
vNirMBP, vNirGvrBf 1-279) pNirMBP.Y7.D2 et p NirCrf^r.F/i 

Le vecteur d'expression pMr a 6t6 construit I partir du vecteur pRL25Cmcs. 
Le fragment codant pour le promoteur M> a €i€ obtenu par amplification en chaine par 
polymerase (PGR) en utilisant le vecteur pCSE21 (Frias et al., 1997, /. Bacteriol 179, 
477-486) corame matrice et les oiigonucI6otides 5'- 
GCGCGCAGATCTAGCTACTCATTAGTTAAGTGTAATG et 5'. 

GGCCGOGGATCCGAATTCGTTCTCATAAAGTTTTTTTGCTCAAG. Ce 
fragment a ensuite et6 digerfi par les enzynaes de restriction BgUl et BamHU puis Iigu6 
dans le vecteur pRL25Cmcs pr^alablement dig6r6 ^^Bamm et d6phosphoryl6 avec la 
phosphatase d'intestin de veau (New England Biolabs) pour donner le vecteur pJVir. 
Le promoteur nir peut gtre clone dans les deux orientations dans le vecteur 
pRL25Cmcs. Pour toutes les experiences d'expression a 6t6 utilis^e Torientation qui 
genere en aval du promoteur un site de clonage multiple contenant EcoRl, BamHl, 
Stul, Xhol, Smal etNotl. Toutes les s6quences codantes des prot^ines recombinantes 
test^es (MBP. GyrB(l-219), GST-E6, MBP-YZD2) dans ce vecteur ont et^ donees en 
utilisant les sites de restriction EcoRI et BamHl specialement introduits k cet effet en 
aval du promoteur nir. 

Bxemple n°3 : Constmctinn t jn vectRnr j ^ TgcIndMRP. 

Le vecteur pRL25C a ete Iin6aris6 avec I'enzyme de restriction Notl, puis 
trait6 par I'enzyme Klenow. Le vecteur a ensuite 6t6 rediger6 par I'enzyme de 
restriction BamHl et d6pho8phoiyl6 avec la phosphatase d'intestin de veau (New 
England Biolabs). Le fragment MscUBamHl du vecteur pMALc2 a 6t6 ligu6 dans le 
vecteur pRL25C lin€aris6 pour donner le vecteur prac/ndMBP. 

ET^emple n°4 ; Transformation de la cvannhfl c t6rie et flTnpl ificatioTi ^r<^ 
transform ants. 

Toutes les cultures d'Anabaena sp. PCC 7120 sur miUeu soUde et Kquide ont 
6t6 rdalis&s & une temperature de 28°C et avec une iUumination de 1500 lux. Le 
milieu culture utiUs^ est le miUeu BG-ll (Castenholt. R.W. 1988, Methods Enzymol. 



1er d6p6t 



9 



167 68-92). La souche E. coli J53 contenant le plasraide RP4 et la souche E. coli 
HBlOl contenant le plasmide pRL623 (dons du Dr WoUc) sont Utilis6e3 pour le 
transfert par conjugaison chez Anabaem du plasmide d'expression. 

La souche Anabmna sp. PCC 7120 a 6t6 transfoim^e par conjugaison suivant 
la m6thode d6ciite par Elhai et Wolk (1988. Methods Bnzymol.161, 141-154) avec les 
vecteurs d'expression d6riv6s du pMr. Les cellules transform6es par le vecteur 
d'expression pMr ont 6t6 6tal6es sur un milieu de BG-11 agar contenant 10 mM 
NH4CI et 10 mM N-tris(hydroxymethyl)methyl2-annnoethanesulfonic acid (TES) pH 
8. Aprfes 24 heures. la nfiomycine a 6t6 ajout6e sous Tagar ^ raison de 100 ixg/ml. 
L'incubation a 6te poursuivie jusqu'^ ce que les colonies apparaissent (environ 8 
jours) Les transformants ont ensuite 6t6 cultiv6s dans 100 ^1 de milieu BG-11 
contenant 15 ^tg/ml de n6omycine et 10 mM NH,C1 et 10 mM TES pH 8 dilu6 au demi 
dans un milieu BG-11 contenant 10 mM NH4CI et 10 mM TES pH 8 conditionn6. Le 
miUeu conditionn6 est un raiUeu ayant 6t6 pr^alablement utiUs6 pour cultiver la souche 
sauvage Anabaena sp. PCC 7120. puis st6riUs6 par filtration sur filtre 0.22^ avant 
utilisation. Les 100 fil de pr6culture de transformants ont it6 ensuite utilises pour 
inoculer 1 ml de milieu BG-11 contenant 10 mM NH4CI et 10 mM TES pH8 et 15 
jiig/ml de n6omycine. Cette culture de 1 ml a ^6 utilis6e pour inoculer 5 ml du mSme 
milieu BG-1 1 puis par la suite 25 ml. ■ ' 

Pour les transformations de la souche Anabaena sp. PCC 7120 avec, tes 
vecteurs d'expression d6rives du vecteur prac, le protocole de transformation est 
similaire k celui utilis6 pour les vecteurs d'expression pi^/r except^ que le milieu 
solide contient NaNOjComme source d' azote k une concentration de 500 mg/L. La 
source d'azote est 6galement NaNOjdans le miUeu utilis6 pour 1' amplification. Le 
" BG-11 liquide utilis6 contient 500 mg/L de NaNO, et 300 /ig/ml de n6omycine. Les 
autres paramStres du protocole d' amplification sont inchangfe. 

Dans chaque cas, I'expression de la prot6ine d'int^rSt est sous le contrSle des 
promoteurs tac ovrnir. Ces vecteurs d'expression contiennent en plus de leur 
promoteur sp^cifique, une origine de r^pHcation ColEl op6rationnelle chez E. coli. 
une origine de r6pUcation op6rationnelle chez Anabaena sp. PCC 7120 (pDUlJ, une 
origine de transfert pour la conjugaison et un g&ne de resistance i la ndomycine. 
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g7{emple N°5 : Comparaisn n des svstfemes nir et tor nonstitiitif 
Les cultures d'Anabaena ont 6t6 r6alis6es a une temperature de 28°C, une 
agitation de 150 rpm et une illumination de 1500 lux. Des cellules d'Anabaena sp. 
PCC 7120 transfonn6es par le vecteur pTacMBP ou ^TacGyrB{l-219) ont €\£ 
resuspendues dans 50 ml de milieu BG-11 contenant 300 ^g/ml de neomycine et 500 
mg/L de NaNO, et cultivees jusqu'& une densite optique ^ 700 nm (pO^o) d'environ 
2. En paralldle, des ceUules d'Anabaena sp. PCC 7120 transform^es par le vecteur 
pNirMBP OMpNirGyrB(l-2I9) ont 6galement 6t6 induites. Pour ce faire, les cellules 
d'ATiabaena sp. PCC 7120 transform6es et cultivees dans un milieu BG-11 contenant 
10 mM NEC^Cl. 10 mM TES pH 8 et 15 /ig/ml de n6omycine ont 6t6 lav^es deux fois 
avec du milieu BG-11 ne contenant aucune source d'azote. Apr^s lavage, les ceDuIes 
ont ete resuspendues a une DO^po de 0,5 dans du milieu BGll contenant 500 mg/L 
NaNOj et 15 /ig/ml de ndomycine. 

Les extraits cellulaires de ces cultures ont 6t6 analyses par gel 
d'electrophor^se de polyacrylaraide en presence de sodium dod^cyl sulfate (SDS- 
PAGE) et une evaluation de ces diffdrents taux d'expression a 6t6 r^alis6e en cot 
migrant sur un tel gel une gamme de quantity connue de prot^ine. Les r^sultats sont 
rapport6s dans le tableau 1 suivant : 



Vecteurs 


pNirMBP 


pTacMBP 


j)NirGyrB(l-219) 


pTacGyrB(l-219) 


Prot&nes 


MBP 


GyrB(l-219) 


Taux 
d'expression 
en mg/L 


250110 


125 ± 10 


100 ±3 


15 ±0,5 



La prot^ine GyrB(l-219) est environ 10 fois moins exprim^e dans le syst&me 
tac constitutif par rapport au systeme nir. Dans le cas de la prot^ine MBP, ce rapport 
est de 2. L' ensemble des essais effectu^s par ailleurs a montr^ que le systeme tac 
constitutif ne permet pas d'atteindre des taux d'expression aussi 61ev6s que ceux 
obtenus avec le systeme nir. 
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Pv^m plP. r^°6 : Com parflison des svst^.Tnes tac et »ir i^dujts. 
Les systemes tac inductible et nir ont 6t£ compar6s. en utilisant la MBP 
comme prot6me-test. Des cellules d'Anabaena sp. PCC 7120 transfonn6es avec le 
vecteur ^TacIndMBP ont 6X6 induites en pr6sence de 1 mM IPTG. L'induction a 6X6 
r6aUs6e sur 7 jours et chaque jour des ceUules ont 6X6 pr61ev6es. En parallele. des 
cellules d'Anabaena sp. PCC 7120 transform^es par le vecteur vNirMBP ont 
6galement 6X6 induites. Dans ce cas. I'induction a aussi 6x6 r6alis6e sur 7 jours. Des 
cellules d'Anabaena sp. PCC 7120 non transformees ont et6 cultiv6es comme controle 
n6gatif d'expression dans du milieu BG-11 contenant soit 500 mg/L de NaNO,, soit 10 
mM NH4CI et 10 mM TES pH 8. Les figures lA et IB montrent I'analyse par SDS- 
PAGE des extraits cellulaires d'aliquotes des cellules induites d'Anabaena sp. PCC 
7120 transformges par les vecteurs pMrMSP ou ^TaclndMBP en fonction du temps. 
Le systeme nir perrtiet d'obtenir un taux d'expression environ 10 fois plus 61ev6 de 
prot6ine MBP a partir du jour 4 (Figure 1 A) par rapport au systeme tac (Figure IB). 

Le systfeme nir est done un systfeme d'expression inductible trfes performant 
qui permet en quelques jours 1' accumulation de 1' ordre de 250 mg^ de MBP dans des 
cyanobact6ries. 

T^^^m pie. n<>7 : Rgg ^ ^i^Hnt. Hp. Vexprftssion des sYStftmcs tac d'F,, QQli et nir 

r^f^, AtMhaenn .w. PCC 7120- 

Pour 6tudier la regulation des promoteurs nir et tac, les taux d'expression 
basale de la MBP ont 6x6 testes dans les extraits cellulaires non induits. Des extraits 
cellulaires de cellules non induites et de cellules induites pendant 5 jours d'Anabaena 
sp ?CC 7120 transformees soit par le plasmide pNirMBP ou le plasmide 
pTacIndMBP ont ete analyses par SDS-PAOE. Les prot6ines ont ensuite 6X6 
transferees sur une membrane de nitrocellulose et d6tect6es k I'aide d'anticorps 
polyclonal de lapin anti-MBP (New England Biolabs) par chimioluminescence. La 
Figure 2 montre qu'en absence d'inducteur aucune prot6ine n'est detectge dans 
I'extrait cellulaire d'Anabaena transformees avec le vecteur pNirMBP alors que la 
proteine MBP est mise en evidence dans I'extrait cellulaire d'Anabaena transformees 
avec le vecteur ^TacIndMBP. Les mSmes observations ont ete f aites avec la proteine 
GyrB(l-219). Ainsi. le promoteur mr est mieux reprime en absence d'inducteur que le 
promoteur tac. 
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Exempli j}"^ ; Expression de protgines toxigues chsy. A nabaena up pr r 

7120 

Le systfeme nir a egalement €\& teste pour la production de la prot6ine E6 et 
de son domaine C-teraiinal (YZD2) exprim6s sous la forme de fiisions. Loreque ces 
polypeptides sont exprim6s chez E. coli, ils s'av^rent toxiques et n6cessitent 
I'utilisation d'un systSme d'expression hautement r6gul6e (G. Trave, conununication 
persoimelle). Les deux prot6ines de fusion GST-E6 et MBP-YZD2 ont 6t6 testees dans 
le syst^me tac constitutif chez Anabaena sp. PCC 7120. Dans ce cas, une perte 
d'expression au cours de la croissance des cellules a 6t6 observee, perte d'expression 
qui est plus pr&oce dans le cas de la proteine GST-E6 oxi elle apparaJt des la 
deuxifime 6tap& d' amplification. Pour la proteine MBP-YZD2, la perte d'expression a 
6t& raise en evidence lorsque la culture a atteint un volume de 200 ml. Dans les deux 
cas, cette perte d'expression est li6e I on remaniement du plasmide contenu dans les 
cellules transform&s. Ceci a 6t6 mis en Evidence en comparant le profil de restriction 
aprSs digestion par les enzymes de restriction Ndel, Spel, Xhol du vecteur 
d'expression d'origine avant transformation et celui du vecteur i^extrait des cellules 
d' Anabaena transform^es n'exprimant plus la proteine. Lorsque ces prot^ines ont 6t^ 
testees dans le systeme nir aucune perte d'expression n'a 6te observ6e. 
Le tableau 2 resume les valeurs moyennes des taux d'expression obtenus avec les 
systfemes tac constitutif et nir pour les polypeptides GST-E6 et MBP-Y2D2. 



. Vecteurs 


pNirMBP-YZD2 


pTacMBP-YZD2 


pmrGST-E6 


pTacGST-E6 


Protfiines 


MBP-YZD2 


GST-E6 


Taux 
d'expression 
enmg/L 


10±1 


0 


10 ±1 


0 
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■ Des taux d' expression de I'ordre de 10 mg/L ont ainsi et6 obtenus aprfes 
induction. Le syst^me nir est done suffisamment r6gule pour permettre la production 
de prot6ines toxiques chez Anabaena sp. PCC 7 120, 

..^nlnhlft avec le B y'?t^-tne. d' expression vir o hft7, /ynafcggna yp. PCC 7120 

La MBP exprim6e sous le conttSle du promoteur nir pent repr&enter jusqu'k 
30% des protemes cellulaires. Lorsque de telles quantit6s de prot6ines recombinantes 
sont obtenues chez E. coli, elles sont g6n6ralement accumul6es sous la forme de corps 
d'inclusion. 

Le g^ne codant pour un mutant insoluble de la MBP, malESl (Betton and 
Hoffnung. 1996, J. Biol. Chem. Ill, 8046-8052) a 6t6 clon6 par PGR dans le vecteur 
pMr. La PGR a 6t6 r6alis6e en deux 6tapes. Dans une prenoifere 6tape les mutations ont 
ete introduites. Deux fragments chevauchants de PGR ont 6t6 obtenus en utiUsant 
comme matrice le vecteur pMrMBP et les deux paires d'oligonucMotides suivants : 
oligol, 5*-CGCGGGAATTCATGAAAATCGAAGAAGGTA et oligo 2,. 5'- 
GACTTTAGOATCGGTATCTTTCTCGAATTTCTTA, oligo 3, , 5'- 
GATACGGATCCTAAAGTCACCGTTGAGCATCC et oligo 4, .5'- 
CGCGCGGGATCCCrATGAAATCCTTCCCTCGATCCC . Les deux fragments de 
PGR ont ensuite 6t6 purifife et m61ang6s de fagon gquimolaire puis r6amplifi6s avec 
les oligos 1 et 4 pour obtenir un ftagment conespondant au gene malESl. Ce fragment 
a et6 dig6r€ avec les enzymes de restriction EcoRl et BamiR et insure dans le vecteur 
^Nir pr6alablement diger6 avec les mSmes enzymes et d6phosphoryl6. Des cellules 
A'Anahaena sp. PCC 7120 transformees avec le vecteur pNir contenant le mutant 
malE31 pnt 6t6 induites pendant 4 jours. Les cellules ont ensuite 6t6 lys^es par 
sonication. Les extraits ceUulaires ont 6t6 centrifug6s 10 min I 10000 rpm et le 
sumageant correspondant k la fraction soluble a 6t6 s6par6 du culot (fraction 
insoluble). L' analyse par SDS-PAGE d'une aHquote des fractions soluble et insoluble 
a montr6 que le polypeptide malE31 produit 6tait present essentiellement dans la 
fraction soluble. Cette prot6ine insoluble chez E . coli et produite sous forme de corps 
d'inclusion pent done 6tte accumul6e sous forme soluble chez Anabaena i un taux 
d'expression 6quivalent k celui de la prot6ine sauva^. 
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faemple n°10 : Producaon de protanfts m argufes an 

Le systdrae d'expression nir a 6t6 utilis6 pour produire la prot6ine GyrB(l-219) 
marquee au '*C. Des cellules d'Anabaena sp. PCC 7120 transform&s avec le vecteiir 
VmrGyrB(l-219) ont €t6 induites pendant 4 jours dans un milieu BG-11 contenant 33 
mg/L de NaH^^COj (1 mCi. 52 mCi/nunol, NEN Ufe Science Products, Zaventem, 
Belgium), 500 mg/L de NaNOjet 15 /xg/ml de n6omycine. Les cellules ont 6t6 
incuWes & une temperature de 28°C sous une illumination de 1500 lux dans un 
syst^me de culture herm6tiquement clos. L'analyse par SDS-PAGE et 
autoradiographie d'extraits de cellules d'Anabaena cultivdes en presence de 
NaH"C03 a montr^ que toutes les prot6ines cellulaires ^aient marquees 
uniform^ment au "C. La proline GyrB(l-219) ainsi marqufe a ete puiififc selon la 
m6thode d6crite par (Desplancq et al., 2001, Protein Express. Purif. 23, 201-217). 
Son taux d'incorporation de "C a 6t6 d6tennin6 k partir de 20 (il d'une solution de 
prot^ine purifi6e h partir des extraits cellulaires induits. Les coups par minute (cpm) 
ont 6t6 d6termin6s par comptage en presence de 2 ml de liquide de scintillation dans 
un compteur de radioactivit6 (Packard, Groningen, Netherlands). 

L'activit€ sp^cifique de la prot6ine purifi6e a 6t6 de 4x10*" cpm/mol. Le 

systeme nir permet done de r^aliser un marquage m6tabolique au "C de prot6ines 

recombinantes. 

3Sxemple n°n : Production de proteinR?^ marquees au "N. "C. ^H. 

La prot6ine GyrB(l-219) a 6t6 utilis6e avec le systfeme nir pour la 
surproduction de prot^ines recombinantes marquees au "N, '^C, ^. Une 
pr&ultuxe de cellules est d'abord r6alis6e dans 600 ml de miUeu BG-Il contenant 
10 mM NH^Cl et 10 mM TES pH8 et 15 /ig/ml de ntomycine. Les cellules sont 
incubfes pendant 5 jours jusqu'^ D07oo=1.5-2 k une temperature de 28''C. une 
agitation de 150 rpm et une Ulumination de 1500 lux, puis centrifugdes pour 
eiiminer le milieu contenant le NH4CI. Biles sont ensuite utilis^es pour inoculer 
deux litres de BG-11 contenant 0,5 g/L de NaNO, , 0,5 g/L de NaHCOjet 15 

Mg/ml de n^omycine dans unfermenteur. Cefermenteur est equips decapteurs 
pH, Oz.et temperature qui permettent de r6guler automatiquement le pH k une 
valeur 8, la temperature k une valeur de 28°C et de suivre la consommation de 
NaHCOa par analyse en Hgne de la production en oxygdne des ceDules. La culture 
est r6alis6e sur une p&iode de 5 jours avec addition quotidienue d'lg/L de 
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NaHCO,. L' agitation dans le fermenteur est de 100 ipm et la culture est soumise i 
un flux constant d" argon pendant toute la dur6e de l'exp6rience, Le feimenteur est 
iUumin6 avec deux sources de lumi&re ayant chacune une mtensit6 de 4000 lux. 

Dans ces conditions, en utilisant comme substrat inarqu6 uniquement 
Na'^NOj, la GyfB(l-219) a 6\6 produite avec un eniichissement uniforme de 90% 
en "N. Lors d'un marquage doable et "C r6alis6 avec les substrats marques 
Na^NOjetNaH'^COj, la prot6ine GyrB(l-219) a 6te enrichie de fa9on uniforme 
en "N et ^'C avec un enrichissement sup6rieur h 90% pour chacun de isotopes. 
Get enrichissement est 6quivalent h. celui obtenu pr6c6deinment avec Anabaena 
sp. PCC 7120 et le vecteur d'expressicn pTac (Desplancq et al, 2001, Protein 
Express. Purif. 23,201-217). 

En utilisant ^ la place de H2O dans le milieu de culture, la prot^ine 
GyrB( 1-219) a et6 produite forteiyient eniichie en ''H. Pour ce type de marquage, il 
est n^cessaire au pr6alable d'adapter les cellules d'Aruzbaena sp. PCC 7120 
transform€es h la croissance dans un miUeu BG-11 contenant 50 % d'^jO puis 
70 % et enfin 90 %. Ainsi, avant transfer! dans le fermenteur, la pr6culture est 
realis^e dans du milieu deut6r6 i la concentration souhait6e pour r enrichissement 
final. Une culture effectu6e dans un milieu contenant 65 % d'%0 a permis 
d'obtenir la prot6ine GyrB(l-219) enrichie h. 41% en et une culture effectu6e 
dans un milieu contenant 92,5% d'^H^O a permis un enrichissement de 84% en 
?H. Tous les enrichissements constates ont 6t€ mesures h I'aide d'un spectrometre 
de masse. 

Lors d' experiences de triple marquage r6aUs6es avec les substrats marqu& 
Na^NOjetNaH'^COj dans un.miUeu contenant 92.5% ^O, I'analyse RMN de la 
prot6ine GyrB (1-219) purifi6e a montr6 qu'il est en outre possible d'eniichir en *H 
les groupements m6thyles de certains acides aminfe. Dans le cas de K coli ceci 
n^cessite I'utilisation de glucose .deut6r6 (Bruno Kieffer, communication 
persoimelle). La m6thode de marquage mis au point cY\siAncAaena sp. PCC 7120 
• permet ainsi de marquer de fa9on simple avec %0 des groupements methyls dont 
le marquage chez E. coli n^cessiterait I'utilisation de substrats complexes. Enfm, 
iSQO Anabaena sp. PCC 7120 et le syst&me d'expression nir, il semblerait que 
I'expression de prot6ines recombinantes ne soit pas affectee de fagon significative 
lorsque les cellules sont cultivdes dans des milieux fortement deut6r6s (>90% 
^HzO). Par, contre chez E. coli, il est couramment observ6 une diminution du taux 
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d'expression lots de culture en presence de taux 6\&v6 d' 'HjO (>90%) dans le 
milieu de culture. 
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REVENDICATIONS 

1. Proc€d€ d'expression de prot6mes recombinantes caract6ris6 en ce 
qu'U consiste h introduire dans des cyanobact6ries une sequence codant une proteine 
en aval d'une sequence promoteur de transcription de cyanobact6rie inductible puis i 
induire I'expression de cette prot6ine et isoler les prot6ines recombinantes ainsi 
synthetis6es. 

' 2. Proced6 selon la revendication 1, dans lequel la s6quence promoteur 
de transcription est celle de l'op6ron nir des cyanobacteries. 

3 . Proc6de selon 1' une des revendications 1 ou 2, dans lequel la sequence 
promoteur de transcription est induite par les nitrates et/ou les nitrites. 

4. Proced6 selon I'une quelconque des revendications 1^3, dans lequel 
la sequence promoteur de transcription est induite par le NaNOj. 

5. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 h. 4, dans lequel 
la cyanobact^rie est de I'esp^ Anabaena. 

6. Proc6d6 selon la revendication 5, dans' lequel la cyanobactdrie est 

jinabaenasp.VCCim. 

7. Proc6d6 selon I'une quelconque des revendications 1 I 6, dans lequel 
le miUeu de culture des cyanobact6ries contient du et/ou du et/ou du ^H. 

8. Proc6de selon I'une quelconque des revendications 1 k 7, dans lequel 
le milieu de culture des cyanobact6ries contient au moins du Na'^NOj. 

9. Procddd selon I'une quelconque des revendications 1^8, dans lequel 
la prot6ine recombinante exprim^ est toxique pour les cyanobacteries. 

10. Vecteur caract6ris6 en ce qu'il contient une s6quence d'ADN codant 
une proteine recombinante sous contr61e d'une sequence promoteur de transcription 
inductible de cyanobact6rie. 

' 11. Vecteur selon la revendication 10, dans lequel la sequence promoteur 
de transcription inductible de cyanobact6rie est celle de l'op6ron nir des 
cyanobacteries. 

12. Utilisation d'un vecteur selon I'une des revendications 10 ou 1 1 pour 
I'expression de prot6ines recombinantes dans les cyanobacteries. 

13. Utilisation selon la revendication 12, lesdites cyanobact6ries 6tant 
cultiv6es dans un milieu qui contient du "C et/ou du ''N et/ou du *H. 
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14. Utilisation selon I'une des levendications 12 ou 13, lesdites 
cyanobact^ries 6tant cultiv6es dans un milieu qui contient au moins du Na^NOj. 

15. Cyanobact6rie caract6ris€e par le fait qu'elle a 6te transform6e par un 
vecteur selon Tune des revendications 10 ou 11. 

16. Cyanobact6rie selon la revendication 15, qui est de I'esp^ce Anabaena 

17. Cyanobact^rie selon la revendication 16, qui est Anabaena sp PCC 

7120. 
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